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© Precede de preparation enzymatique d'ollgodextranes utiles dans la fabrication de substituts du 
sucre, et nouveaux oligodextranes. 

5© "-'invention se rapporte aux biotechnologies. 

" Ella conceme notamment un proced§ de preparation d'un melange d'oligodextranes contenant au moins une 
N liaison glucosidique a(1 — 2), caractgrise* en ce qu'on met en contact du saccharose et un sucre accepteur de 
^glucose choisi dans le groupe forme* par le maltose, I'isomaitose, risomaltotriose, Ta-glucoside de m^thyle et le 
glucose, en presence d'enzyme glucosyltransferase extraite d'au moins une souche de la bacteria lactique 
W Leucondstoc mesenteroides capable de produire par fermentation un dextrane- contenant des liaisons glucosidi- 
pjques a(1 — 2), pendant 2 a 48 heures environ, dans un milieu aqueux. 

Les produits obtenus sont utiles, notamment comme agents de charge dans des substituts du sucre et 
® comme additifs alimentaires. 
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Precede de preparation enzymatlque d'oiigodextranes utiles dans la fabrication de substftuts du sucre, 

et nouveaux oligodextranes 

L'invention conceme un procede de preparation enzymatique d'oiigodextranes utiles dans la fabrication 
de substituts du sucre, ainsi que de nouveaux oligodextranes. 

II est connu de preparer des dextranes de masse molaire eievee, superieure au million (degre* de 
polymerisation superieur k 6000 unites glucose) par Taction de la bacteria lactique Leuconostoc mesente- 
5 roides sur du saccharose. II est connu aussi que certaines souches de cette bacterie produisent des 
dextranes contenant des liaisons glucosidiques a(1 — 2) qui constituent les points de ramification de ces 
dextranes. 

li n'Stait pas connu, cependant, avant la presente invention, de faire la synthase enzymatique directe 
d'oiigodextranes (dextranes d'un bas degre de polymerisation) contenant au moins une liaison glucosidique 
10 o(1 — 2) h partir de saccharose et d'un sucre accepteur des r4sidus glucose provenant du saccharose. 
La presente invention vise justement k fournir un tel procede. 

Plus pr^cisement, Tinvention concerne un procede de preparation d'un melange d'oiigodextranes 
contenant au moins une liaison glucosidique a(1 — 2) et contenant une proportion majeure d'oiigodextranes 
repondant a la formule generate 

is {0-orO-glucopyranosyl-(l - 2)) m (0-a-D-g!ucopyranosyl-(1 - 6))„A 

ou A est le residu d'un sucre accepteur de glucose choisi parmi le maltose, risomaltose, risomaltotriose, 
IVglucoside de methyle et le glucose, m vaut de 1 a 10 et n vaut de 1 a 30, la position de la ou des 
liaison(s) glucosidique(s) a(1 -* 2) etant quelconque, caracterise en ce qu'on met en contact du saccharose 
et un sucre accepteur de glucose choisi dans le groupe forme par le maltose, I'isomaltose, risomaltotriose, 

20 IVglucoside de methyle et le glucose, en presence d'enzyme glucosyltransferase extratte d'au moins une 
souche de la bacterie lactique Leuconostoc mesenteroides capable de produire par fermentation un 
dextrane contenant des liaisons glucosidiques a(1 — 2) pendant 2 h 48 heures environ, dans un milieu 
aqueux. 

La position de la ou des liaison(s) giucosidique(s) a(1 - 2), dans la formule precedemment indiquee, 
25 est variable en fonction, notamment, de la nature du groupe A et de la masse molaire de I'oligodextrane, 
qui est elle-meme fonction des conditions reactionnelles. Ces liaisons peuvent, par exemple, §tre sur la 
chatne princlpale, sur les ramifications ou constituer les points de ramification de I'oligodextrane. 

Des exemples de souches de la bacterie lactique Leuconostoc mesenteroides qui conviennent com- 
prennent de fagon non limitative, les suivantes : NRRL B-1299, B-1399, B-1397, B-1298. B-1396, B-1424, 
30 B-1382, B-1149etB-523. 

Certains des oligodextranes (appeles aussi parfois oligosaccharides) produits par le procede de 
I'invention sont des composes nouveaux. La preparation du trisaccharide 0-a-D-glucopyranosyl-(1 — • 2)-0-a- 
D-glucopyranosyl-a(1 — 6)-D-glucose par acetolyse de dextrane NRRL B-1397 a toutefbis ete decrite par K. 
Sakakibara et coll. dans Carbohydrate Research, 25 (1972), pages 443-451. Egalement, Y. Mitsuishi et coll. 
35 dans Carbohydrate Research, 127 (1984), pages 331-337,ont d^crit des oligosaccharides ramifies par le 
moyen de liaison glucosidique a(1 — 2). 

L'invention concerne done, aussi, a titre de produits nouveaux, les oligodextranes repondant h la 
formule generate 

(0-a-D*glucopyranosyl-(1 — 2)) m (0-a-giucopyranosyl-(1 — 6)) n A 
40 ou A est le residu d'un sucre accepteur de glucose choisi parmi le maltose, IVglucoside de methyle, m 
vaut de 1 a 3 et 

n vaut de 1 & 10, la position de la ou des liaison(s) glucosidique(s) a(1 - 2) etant quelconque. 

Les oligodextranes produits par le precede de l'invention qui contiennent une liaison glucosidique a(1 
2) qui est situee h leur extremite non reductrice ou qui constitue un point de ramification de I'oligodextrane, 
45 qu'ils soient nouveaux en eux-memes ou non, sont particulierement resistants & I'hydrolyse enzymatique 
par des enzymes glucohydrolases, telles que I'endodextranase et la glucoamylase et ceci en raison de la 
presence de cette liaison glucosidique rare a(1 — 2), situee h leur extremite non reductrice ou constituant 
un point de ramification de I'oligodextrane. 

Cette propriete les rend utiles comme agents de charge ou de corps dans des substituts du sucre peu 
so ou pas metabolisables par I'homme. Us peuvent done etre utilises dans des formulations alimentaires 
pauvres en calories, en melange avec un agent edulcorant intense, tel que I'aspartame ou equivalent 

Les oligosaccharides de l'invention peuvent egalement favoriser la croissance et le developpement de 
certains microorganlsmes benefiques de la flore intestinaie. Cette propriete peut les rendre utiles aussi bien 
comme additifs pour I'alimentation animale (additifs'd'interet zootechnique) que pour I'ali mentation humaine 
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(di&etique et nutrition). 

L'invention concerne done, en outre, ['utilisation d'un melange d'oiigodextranes contenant au moms une 
liaison glucosidique a(1 -* 2) situee a leur extremis non reductrice ou constituant un point de ramification 
de I'oligodextrane, qui contiennent une proportion majeure d'oiigodextranes repondant k la formule generate 
0-«-D-glucopyranosyl-(1 -* 2) m (0-a-glucopyranosyl-(1 - 6)) n A 

oCi A est le nisidu d'un sucre accepteur de glucose choisi parmi le maltose, I'isomaltose, I'isomaltotnose. 
I'a-glucoside de methyle et le glucose, m vaut de 1 i 10 et n vaut de 1 k 30. la position de la ou des 
liaison(s) glucosidique(s) «(1 - 2) etant quelconque. comme agents de charge dans des substituts du sucre 
ou comme additifs alimentaires. 

Comme indiquS ci-dessus, la faction de synthese enzymatique est mise en oeuvre en presence 
d'enzyme glucosyltransferase (E.C:2.4.1 .5) extraite de souches de la bacterie Leuconostoc mesenteroides 
capables de produire par fermentation un dextrane contenant des liaisons glucosidiques a(1 - 2). Cette 
reaction peut etre representee par Tequation globale : 

glucosyltransf 6rase 
saccharose + sucre accepteur > oligodextranes + fruc- 
tose 

Des souches qui conviennent, entre autres. sont les souches NRRL B-1299, B-1399, B-1397, B-1298, 
B-1396. B-1424. B-1382, B-1149 et B-523. Ces souches sont disponibles auprfcs du N.R.R.C. (Northern 
Regional Research Center) dont I'adresse est la suivante : Agricultural Research Service. U.S. Department 
of Agriculture, 1815 North University Street. Peoria. Illinois 61604. USA. Elles ont ete caracfcSrisees au debut 
des anndes 1950 k partir d'une selection de microorganismes isoies du sol. Eiles ont ete repertoriees, 
parmi d'autres, dans la publication suivante : 

"Characterization and classification of dextrans from ninety-six strains of bacteria", 
A. Jeanes et al. (1954), J. Amer. Chem. Soc. 76, 5041-5052. 

II va de soi que, au lieu des souches pr£cit6es, on pourrait aussi utiliser des souches derivant de celles- 
ci et obtenues par mutagenfcse de fagon clastfque. c'est-&-dire par irradiation des souches ou action d'un 
agent chimique sur lesdites souches, puis culture des individus survivants, ou obtenues par flection de 
mutants naturels. Aux fins de Invention, ces souches mutantes sont considers comme equivalentes aux 
souches precitees. 

La glucosyltransferase peut etre obtenue en cultivant une souche approprlee de la bacterie lactique 
Leuconostoc mesenteroides, comme la souche NRRL B-1299. sur un milieu nutritif approprie contenant en 
particulier du saccharose de fagon k induire la production de la glucosyltransferase. Aprfcs croissance de la 
bacterie, I'activite enzymatique est extraite par addition de poly£thy1eneglycol de fagon a pnicipiter et 
concentrer les differentes formes de la glucolsyltransf£rase : extracellulaire. Itee aux cellules et aux 
polysaccharides insolubles, et intracellulaire. Cette preparation enzymatique contient done les cellules 
entieres de L mesenteroides B-1299. Des techniques connues de cassage des cellules peuvent §tre 
utilises k la fin de la culture pour augmenter I'activite enzymatique, d'une part, et detruire les cellules, 
d'autre part (broyage mecanique. emploi d'agents chimiques ou enzymatiques (lysozyme....). Toutefois. 
cette operation n'est pas strictement necessaire. L'extraction de I'activite enzymatique par le polyethylene- 
glycol est realisee une seconde fois aprfes avoir redissous le premier precipite (obtenu aprds la premifere 
extraction), par exemple. a I'aide d'un tampon acetate de sodium 20 mM. pH 5.4 contenant du chlorure de 
calcium 0.02 g/l. Le deuxieme precipite contient tout I'activite enzymatique. II peut etre lyophilise^ou 
congeie sous forme concentnie sans perte d'activite. D'autres techniques de purification peuvent §tre 
utilisees comme la centrifugation. ^ultrafiltration ou un procede chromatographique. 

La synthese enzymatique d'oiigodextranes est realisee k I'aide de cette preparation enzymatique ou 
d'une fraction de cette preparation correspondant k une certaine forme de I'enzyme (enzyme intracellulaire. 
aprfcs cassage des cellules, enzyme extracellulaire llee k des polym&res insolubles. enzyme extracellulaire 
soluble) en presence de saccharose qui constitue le substrat de la reaction et d'un sucre connu pour etre 
accepteur de glucose, comme le maltose (ou une matfere riche en maltose comme un hydrolysat 
d'amidon). I'isomaitose, I'a-glucoside de methyle. I'isomaltotriose . le glucose (ou une matiere riche en 
glucose comme un hydrolysat d'amidon). • # 

A titre indicatif, la reaction peut §tre effectuee entre 5 et 45* C, preferentiellement entre 20 et 30 C 
environ. Le pH de la reaction est compris entre 4,5 et 7, de preference entre 5 et 6. La duree de la reaction 
est habituellement comprise entre 2 et 48 heures environ ; elle est fonction de la concentration d'enzyme 
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dans le milieu de synthase. De preference, la concentration d'enzyme est de 0,20 h 1 U/ml mais pourrait 
§tre plus elevee, si desire. 1 unite enzymatique (U) est definle comme la quantity d'enzyme necessaire 
pour produire 1 micromole de fructose par minute dans les conditions standard suivantes de la mesure 
d'activite : 
5 - saccharose : 100 g/l 

- tampon acetate de sodium 20 mM, pH 5,2 
-30*C 

Les proportions de saccharose, et de sucre accepteur de glucose ne sont pas tr£s critiques. A titre 
indicatif, on peut employer une concentration de saccharose allant de 20 & 600 g/l et une concentration de 
io sucre accepteur de glucose allant de 10 h 300 g/l. Les rendements de synthese des oligodextranes les plus 
eleves sont obtenus lorsque le rapport de la concentration de saccharose, exprimee en g/l, & la 
concentration de Paccepteur, exprimee en g/l, est compris entre 0,5 et 10, de preference entre 2 et 4. 

L'enzyme peut etre utilisee soit sous forme libre (procedS discontinu) soit incluse a Pinterieur d*un gel 
reticule (gel d'alginate de calcium, par exemple) ou fixee de maniere covalente sur un support insoluble. Si 
75 Penzyme est immobilisee, elle peut alors etre utilisee dans un reacteur approprie (reacteur a lit fixe, lit 
fluidise. etc..) pour la production continue des oligodextranes. 

Apr£s action de Penzyme, le milieu reactionnel peut etre analyse par une methode de chromatographie 
liquide & haute performance (HPLC) en phase inverse de separation des oligodextranes (par exemple la 
colonne micro-Bondapack C18 de Milfipore-Waters), Peiution etant reaJisee avec de Peau ultrapure ou un 
20 melange eau/methanol (% de methanol compris entre 0 et 6% (v/v». Cette methode quantitative permet de 
separer tous les oligodextranes de degre de polymerisation compris entre 2 et 20 environ. 

Le dosage des sucres reducteurs produits au cours de la reaction peut etre realise avec le r£actif 
D.N.S. (dinitrosalicylate de sodium en milieu alcaiin). 

Le melange reactionnel obtenu comprend des oligodextranes contenant au moins une liaison glucosidi- 
25 que a(1 — 2). des oligodextranes ne comprenant pas une telle liaison, du fructose et du sucre accepteur de 
glucose inaftere. 

Les oligodextranes h. liaison glucosidique a(1 -* 2) peuvent constituer de 30 a 55% environ des 
oligodextranes totaux. 

Suivant la masse molaire des oligodextranes recherchee, le procede de synthese et purification peut 

30 etre adapte. En particulier, la masse molaire moyenne des oligodextranes depend du rapport 
saccharose/accepteur dans le milieu de synthese, etant d'autant plus elevee que ce rapport est plus grand. 
Apres synthese, le fructose peut etre conserve dans le milieu reactionnel ou separe, par une technique 
chromatographique d'echange d f ions. 

Egalement H faut noter que certains additifs peuvent etre ajoutes au milieu de synthese dans le but 

35 d'augmenter la proportion des oligodextranes contenant une liaison a(1 — 2), comme certains solvants 
miscibles h Peau tels que des poiyethers comme le monoglyme, le diglyme, etc., ainsi que certains sels 
tels que le chlorure de magnesium, le chlorure de calcium, etc... 

Avantageusement, si Pon desire eiiminer les oligodextranes ne contenant pas de liaison glucosidique a- 
(1 — 2) du milieu reactionnel, on peut soumettre ce dernier h Paction d'hydrolases comme la glucoamylase 

40 d f Aspergillus niger et/ou Pendodextranase de Penicillium sp., afin d'operer Phydrolyse totale des oligodex- 
tranes ne contenant pas de liaison a(1 2). Par centre, les oligodextranes contenant une liaison a(1 2), 
notamment ceux d'un degre de polymerisation de 4, 5, 6 et 7 (en abn§g6 D.P. 4, O.P.5, D.P.6 et D.P.7) 
resistent ^ Phydrolyse. Apr&s action des hydrolases, le milieu reactionnel contient du glucose, du fructose 
et les oligodextranes contenant une ou plusieurs liaisons a(1 — 2). Le glucose et ie fructose peuvent etre 

45 separes, si desire, des oligodextranes par chromatographie. par exemple & Paide d'une resine echangeuse 
cationique sous forme calcium. Les fractions contenant les oligodextranes sont concentrees sous pression 
reduite, demineralisees, filtrees sur charbon actif, puis sechees par lyophilisation ou par atomisation. Le 
produit final a Paspect d'une poudre blanche trfcs soluble dans Peau (solubilite : 70%, p/p) non sucree, de 
pH neutre, et contient 95% en poids ou plus d'oligodextranes contenant une ou plusieurs liaisons 

so glucosidiques a(1 — 2). 

Les exemples non iimitatifs suivants sont donnes en vue d'illustrer davantage la presente invention. 



EXEMPLE 1 

55 

(a) Production et purification de la glucosyltransferase de L Mesenteroides B-1299 
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La souche de L mesenteroides B-1299 est conserved sous forme lyophilisee ou congelee en presence 
de glycerol a 10% (v/v). 

Elle est cultivee dans le milieu de culture sulvant (milieu standard) : 
_ ■ saccharose : 40 g/l 

5 - extrait de levure : 20 g/l f 

- phosphate dipotassique : 20 g/l (ajoute sous forme d'une solution dont le pH avait ete* ajuste* a 6,9 a I aide 
d'acide orthophosphorique pur) 

- sulfate de magnesium, 7H 2 0 : 0,2 g/l 

- sulfate de manganese, H2O : 0,01 g/l 
10 - chlorure de calcium, 2H 2 0 : 0,02 g/l 

- chlorure de sodium : 0,01 g/l 

- sulfate de for, 7H 2 0 : 0,01 g/I 

Le pH du milieu de culture est <§gal a 6,9. Le milieu de culture et la solution de phosphate 
monopotassique ont 6\6 prealablement sterilises par la chaleur (121*0, 20 minutes). Si le pH n'est pas 

75 reguie durant la culture, le milieu s'acidifie au fur et a mesure de la croissance de la bacterie. En fin de 
culture, le pH peut atteindre 4,5. II est parable de nSguler le pH k une valeur plus elevee, comprise entre 
5 et 6.5. La regulation du pH s'effectue k I'aide de soude 2N ou d'une solution alcaline de saccharose 
(saccharose 400 g/l ; soude 2N). Cette demiere solution est avantageuse car elle permet d'augmenter 
tegerement la density cellulaire de la culture et la production d'enzyme. 

20 Des additifs, tels que le maltose (20 g/l) et ragent tensio-actif Tween® (1%) favorisent I'excretion de 
Penzyme dans le milieu extracellulaire sous une forme soluble. 

Le tableau 1 ci-apres recapitule les resultats de trois essais de culture effects dans diverses 
conditions. 
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La temperature du milieu de culture est de 27 °C. L'agitation est de 500 rpm et Iteration Sgale & 1 
wm. 

Apres 6 h 30 de culture, la concentration d'enzyme dans le milieu de culture de I'essai 3 est de 4 U/ml, 
dont 0.6 U/ml de forme enzymatique soluble et extracellulaire. 85% de la glucosyltransferase est assoctee 

5 aux cellules et/ou aux polysaccharides sous forme d'agregats insolubles. 

Apres croissance, les differentes formes de I'enzyme sont extraites du milieu de culture par precipita- 
tion en presence de polyethyleneglycol de faible masse molaire (PEG 1500). Toute I'activite enzymatique 
prdcipite en m§me temps que !e polysaccharide produit par la bacterie et les cellules, lorsque la 
concentration de PEG 1500 atteint 20% (p/v). 

io La fraction precipitee est centrifugee (10 minutes, 10 000 g) ou recupSree apres sedimentation (12 
heures, 4*C. en presence d'un agent bacteriostatique tel que le sulfite de sodium & 1 g/litre ou le benzoate 
de sodium k 2g/litre). Apres deux extractions successives par le polyethyleneglycol, la preparation 
enzymatique est lyophilisee. Le rendement d'extraction do I'enzyme est voisin de 100%. 

15 

(b) Synthase enzymatique d'oligodextranes avec la glucosyltransferase soluble et insoluble de L mesenteroides 

B-1299 



20 La synthase est realisSe dans les conditions suivantes : 
-saccharose : 100 g/l 

- maltose : 50 g/l 

- temperature : 30* C 

- tampon acetate de sodium 20 mM. pH 5,2 
25 - azoture de sodium : 0,5 %o (bactericide) 

- concentration d'enzyme : 0,3 U/ml 

Apres 20 heures de reaction, I'enzyme est inactivee par (a chaleur (30 mn, 80* C) puis les oligodextra- 
nes sont analyses par la methode HPLC precedemment decrite. Les resultats sont rassembles dans le 
tableau 2 . 
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Tableau 2 t Composition du milieu rftactionnel 
aprfis action de la glucosyltransf ftrase soluble et insoluble 
de L. mesenteroides B-1299 



aucreo 


Concentration , <?/l 


c rue cose 


52,0 


Maltose 


15,3 


Panose (trisaccharide) 


16,6 


Oligodextrane de D.P. 4 


14,9 


Oligodextrane de D.P. 4 contenant 




une liaison C*<1 -> 2) 


5,3 


Qligoaexwrane ae u.cr. w 


7,0 


Oligodextrane de D.P. 5 contenant 




une liaison 0((1 -> 2) 


18,0 


Oligodextrane de D.P. > 5 contenant 




au moins une liaison o((l -> 2) 


5,9 


Rendement en oligodextrane s contenant 
une liaison otfl -> 2)* 

Rendement de la reaction d' accepteur ** 


30% 
84% 



Les rendements sont exprimfes de la aaniSre suivante : 
35 (*) (oliaodextranes <a4(l -> 2)). a/1 

0,474 x (saccharose) + (maltose), g/1 

(**) 

(oliaodextranes totaux) , q/1 

0,474 x (saccharose) + (accepteur initial -accepteur rfisi- 
duel), g/1 

45 

(c) Synthase enzymatique d'oligodextranes avec la glucosyltransfdrase soluble et Insoluble de L mesenteroides 

B-1299 en presence d'additifs 

50 

Trois syntheses 1 , 2 et 3 ont 6X4 rgalisees dans les conditions communes suivantes : 
• saccharose : 100 g/1 

- maltose : 33 g/1 

- tampon acetate de sodium 20 mM, pH 5,2 
55 - azoture de sodium : 0,5%o 

- concentration d'enzyme : 1 U/ml 

- temperature : 30 # C 

mais avec les differences suivantes : 
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70 



* synthase 1 : durSe d'incubation : 6 heures (sans additif) 

* synthese 2 : durSe d'incubation : 23 heures. en presence de magnesium 500 mM et de chiorure de 
calcium 5 mM 

* synthase 3 : durSe d'incubation : 23 heures, en presence de chiorure de calcium 300 mM. ^ 

Apr§s !e temps d'incubation indiqu<§, renzyme est inactivee par la chaleur (30 mn, 80 C) puis les 
r oligodextranes sont analyses par la mdthode HPLC pr<§cedemment dScrite. Les nSsultats sont rassemblSs 
dans !e tableau 3 . 

La Vitesse de la reaction enzymatique est fortement ralentie en presence de concentrations elevees de 
sels (chiorure de calcium et chiorure de magnesium). Toutefois, on constate une forte augmentation de la 
population d'oligodextranes contenant au moins une liaison a(1 - 2) par rapport k la synthese temoin 
(effectuSe sans additif). 



Tableau 3 



75 



20 



25 



30 



Composition du milieu rSactionnel aprfcs action de la glucosyltransferase soluble et insoluble de L 
mesenteroides B-1299 en presence d'additifs 



Synthese 1 


Synthese 2 


Synthase 3 


53,7 


47.3 


54,6 


7,9 


11.0 


8.9 


6,6 


9,7 


6,0 


8,3 


7,7 


6,0 


1,9 


5,9 


3.7 


5,0 


5,4 


4,0 


12.2 


22,8 


17,9 


3.8 


8.8 


11,2 


22% 


47% 


41% 


52% 


75% 


61% 



Fructose 

Maltose, leucrose 
Panose 

Oligodextrane, de D.P* 4 

Oligodextrane, de DP. 4 contenant une liaison o(1 — 2) 
Oligodextrane, de D.P. 5 

Oligodextrane, de D.P. 5 contenant une liaison a(1 — * 2) 
Oligodextrane, de D.P. >5 contenant une liaison a(1 — 2) 
Rendement en oligodextranes contenant une liaison a(1 — 2) 
Rendement de la reaction d'accepteur 



35 



EXEMPLE 2 



Synthase d'oligodextranes avec la glucosyltransferase soluble de L mesenteroides B-1299 



Apr&s centrifugation du milieu de culture, pour eliminer les cellules et les polym&res insolubles (10.000 
40 g, 20 mn), le surnageant est soumis a une extraction Jiquide-liquide par ie poly<§thyleneglycol 1.500 selon le 
proa§d<§ d<§crit dans I'exemple 1. Le rendement d'extraction de la glucosyltransferase est supSrieur h 85%. 
Cette operation a e\6 effectuee deux fois. L'enzyme est alors congelee ou lyophilisee dans du tampon 
acetate de sodium 20 mM, pH 5,2. 

La synthase est rSalis§e dans les conditions suivantes : 
45 - saccharose : 100 g/I 

- maltose : 50 g/l 

- temperature : 30 # C 

- tampon acetate de sodium 20 mM, pH 5,2 
• concentration d'enzyme : 0,5 U/ml 

so - duree de la reaction : 4 heures. 

Apr&s consommation totale du saccharose par la glucosyltransferase, l'enzyme est denaturee par la 
chaleur (30 minutes, 80 *C). L'analyse des oligodextranes presents dans le milieu rSactionnel est rSalisee 
par "la mSthode HPLC pr^cedemment dScrite. Les r^sultats sont exprimds dans le tableau 4. 
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Tableau 4 



Composition du milieu rSactionnel aprSs action de la glucosyltransfdrase soluble de L 

mesenteroides B-1299 


Sucres 


Concentration 

gi 


Fructose 

Maltose 

Panose 

Oligodextrane de DP. 4 

Oligodextrane de DP. 4 contenant une liaison a(1 — 2) 
Oligodextrane de DP. 5 

Oligodextrane de DP. 5 contenant une liaison a(1 — * 2) 

Oligodextranes de DP. > 5 contenant au moins une liaison glucosidique o(1 — 2) 


50,5 
11,6 
17.4 
19,0 
3.1 
9.9 
18.2 
13.6 


Rendement en oligodextranes contenant au moins une liaison a(1 — 2) 
Rendement de la reaction d'accepteur 


36% 
95% 


Les rendements ne prennent pas en compte les oligodextranes de DP. supSrieur ou egal a 7, qui 
n'apparaissent pas sur les chromatogrammes obtenus par cette mSthode. 



25 EXEMPLE 3 

Synthese d'oligodextranes avec la glucosyltransferase insoluble de L mesenteroides B-1299 

30 

Le milieu de culture est centrifuge (20 mn, 10.000 g. 4 # C) puis le culot de centrifugation est lave 
plusieurs fois a I'aide de tampon acetate de sodium 20 mM pH 5,2. La solution est alors lyophilisee de 
fagon a eviter toute proliferation microbienne. 

La synthese d'oligodextranes est realisee dans les conditions suivantes : 
35 - saccharose : 100 g/1 

- maltose : 50 g/I 

- temperature : 30 # C 

- tampon acetate de sodium 20 mM, pH 5,2 
• azoture de sodium : 0,5 %o 

40 - concentration d'enzyme : 0,9 U/ml 

Apres 8 heures d'incubation, le saccharose est totalement consomm^. Le Tableau 5 resume la composition 
des oligodextranes du milieu de synthase. 



45 



50 



55 
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•Tableau 5 



Composition du milieu reactionnel apres action de la glucosyltransferase insoluble 
(associee aux cellules) de L mesenteroides B-1299 


Sucres 


Concentration 




g/i 


Fructose 


51.2 


Maltose 


22,0 ! 


Panose 


12,8 


Oligodextranes de D.P. 4 


9,6 


Oligodextranes de D.P/4 contenant une liaison a(1 — 2) 


5,7 


Oligodextranes de D.P. 5 


3,7 


Oligodextranes de D.P. 5 contenant une liaison a(1 — 2) 


13.9 


Oligodextranes de D.P. > 5 contenant au moins une liaison a(1 — 2) 


3,7 


Rendement en oligodextranes contenant au moins une liaison a(l — * 2) 
Rendement de la reaction d'accepteur 


24% 
65% 



20 

EXEMPLE 4 



Influence de la concentration de la glucosyltransferase soluble de L mesenteroides B-1299 sur la synthese 

d'oligodextranes 



Conditions experimentales : 

- saccharose : 100 g/l 

- maltose : 50 g/l 

- tampon acetate de sodium 20 mM, pH 5,2 

- temperature : 30 *C 

Trois concentrations d'enzyme ont 6t£ utilises : 0.17, 0,5 et 2 U/ml. Apres consommation totale du 
saccharose, les 3 milieux reactionnels sont analyses. Les resultats sont identiques pour les trois synthases 
aussi bien en ce qui concerne le rendement de la reaction d'accepteur que le rendement en oligodextranes 
contenant au moins une liaison a(l — 2). 



EXEMPLE 5 



influence du pH sur la synthase enzymatique d'oligodextranes 



Conditions experimentales : 

- saccharose : 100 g/l 

- maltose : 50 g/l 

- temperature : 30* C 

- concentration d'enzyme : 1U/ml 

- tampon citrate phosphate de sodium 30 mM 

Trois pHs ont et£ testes : 5,2, 6,0 et 6,4. L'activitS de I'enzyme soluble et insoluble baisse leg£rement 
lorsque le pH est supSrieur h 6,0. Toutefois,, on n'observe pas de difference significative due & la vaieur ciu 
pH en ce qui concerne la composition en oligodextranes du milieu reactionnel. 
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EXEMPLE 6 



Synthese d'oligodextranes en presence d f un melange d'isomaltose et d'isomaltotriose comme accepteur avec la 
glucosyltransferase insoluble de L. mesenteroides B-1299 



10 Conditions experimentales 

- saccharose : 100 g/l 

- accepteur : 50 g/l 



composition de 


I'accepteur 




isomaltose : 


59% 


isomaltotriose : 


36% 


glucose : 


5% 



- temperature : 30 *C 

- azoture de sodium : 0,5%o 

- tampon acetate de sodium 20 mM, pH 5,2 
25 - concentration d'enzyme : 1 U/ml 

Apres consommation du saccharose, Panalyse du milieu reactionnel est effectuee h Taide de la 
methode HPLC prgcSdemment d^crite (Tableau 6). 

Tableau 6 

30 



Composition du milieu reactionnel apres agtion de la glucosyltransferase insoluble de L. 

mesenteroids B-1299 


Sucres 


Concentration, g/J 


Fructose 


53,0 


Isomaltose 


15,0 


Isomaltotriose 


6.1 


Oligodextranes de D.P. 4 contenant une liaison a(1 -* 2) 


10,4 


Isomaltotetraose 


2.4 


Oligodextranes de D.P. 5 contenant une liaison o(1 — 2) 


9.4 


Rendement en oligodextranes contenant au moins une liaison a(1 -* 2) 
Rendement de la reaction d'accepteur 


29.0% 



45 



EXEMPLE 7 

50 

Synthase d'oligodextranes en presence d'a-glucoside de methyle avec la glucosyltransferase de L mesenteroi- 
des B-1299 



55 

Conditions experimentales : 
- saccharose : 100 g/l 
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- a-glucoside de methyle : 50 g/l 

- autres conditions : voir exemple 6. 

Apr&s consommation du saccharose, I'analyse HPLC du milieu reactionnel fournit les rSsultats suivants 

(Tableau 7). 

5 

Tableau 7 



Composition du milieu reactionnel aprfcs action de la glucosyltransferase insoluble de L 

mesenteroids B-1299 


Sucres 


Concentration, g/1 


Fmctose 

a-glucoside de methyle 
Isomaltoside de methyle 

Oligodextranes methyls contenant une liaison a(1 — 2) 
Isomaltotrioside de mdthyle 
Isomaltotetraoside de methyle 


53,0 
34,0 
4,8 
* 9,3 
1,4 
0,8 


Rendement en oligodextranes contenant au moins une liaison «( 1 — 2) 
Rendement de la reaction d'accepteur 


10% 
26% 



EXEMPLE 8 



Synthese enzymatique d'oligodextranes en presence de concentrations variables de saccharose avec la 
glucosyltransferase soluble et insoluble de L mesenteroides B-1299 



Conditions experimental : 

- temperature : 30 *C 

- tampon acetate de sodium 20 mM, pH 5,2 

- azoture de sodium : 0,5%o 

- rapport saccharose/maltose : 3 

Synthese 1 : 

- matiere seche : 20 % (p/p) 

- saccharose : 15% (p/p) 

- maltose : 5% (p/p) 

- concentration d'enzyme : 0,6 U/mi 

Synthase 2 : 

- matiere seche : 35% (p/p) 

- saccharose : 26% (p/p) 

- maltose : 9% (p/p) 

- concentration d/enzyme : 1 ,2 U/ml 

Synthase 3 : 

- matfere seche : 40 % (p/p) 

- saccharose : 30% (p/p) 

- maltose : 10% (p/p) 

- concentration d'enzyme : 1 ,8 U/ml 
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Apres 21 heures de reaction, I'enzyme est inactivee par la chaleur (30 mn, 80 *C). L'analyse HPLC du 
milieu reactionnel est reportee dans le tableau 8. 

Tableau 8 



Composition des 3 milieux de synthese apres action d 


e lac 


)iucosyltransf£rase soluble et insoluble 


(assoctee aux cellules) de L mesenteroides B-1299 












Concentration, g/1 








Synthase 1 


Synthase 2 


Synthese 3 


Fructose 






90.0 


150,0 


180,0 


Maltose 






8.7 


9.7 


11.9 


Leucrose 






6,3 


13,9 


20,4 


Panose 






11.7 


17.5 


22,9 


Oligodextrane D.P.4 






14,8 


25,5 


35,2 


Oligodextrane D.P.4 contenant 1 liaison a(1 — 2) 






5,7 


10,1 


13,5 


Oligodextrane D.P.5 






10,6 


17.9 


20,1 


Oligodextrane D.P.5 contenant 1 liaison a(1 — • 2) 






28,9 


44,1 


53,4 


Oligodextranes D.P. 2 5 contenant une liaison a(1 — » 2) au moins 


15,1 


36.6 


46,2 


Rendement en oligodextranes contenant une liaison «(1 - 


-2) 




39% 


40,5% 


38% 


Rendement de la reaction d'accepteur 






76% 


75% 


70% 



Le milieu de synthase est ensuite soumis & Paction d'un melange de glucoamylase d'A. niger (2U/ml) et 
d'endodextranase de Peniciilium sp. (17 U/ml) pendant 6 heures h 40* C. La reaction enzymatique est 
stopple par chauffage & 90 # C pendant 30 minutes. Le glucose et le fructose sont §limin6s par chromato- 
graphie sur r£sine echangeuse sous forme calcium. 

La concentration d'oligodextranes contenant une liaison glucosidique cr(1 — 2) dans le milieu reactionnel 
est de 57 g/1 pour la synthese 1, de 107 g/l pour la synthese 2, et de 122 g/l pour la synthase 3. 



La repartition des oligodextranes est la suivante : 




Synthese 1 


Synthese 2 


Synthase 3 


% 


% 


% 


Oligodextranes de D.P.4 contenant une liaison a(1 — • 2) 


24 


26 


30 


Oligodextranes de D.P.5 contenant une liaison a(1 — 2) 


69 


65 


57 


Oligodextranes de D.P.6 contenant une liaison a(1 — 2) 


4 


5 


7 


Oligodextranes de D.P.7 contenant une liaison a(1 — 2) 


3 


4 


6 



EXEMPLE 9 

Synthese d'oligodextranes en presence d'un sirop de glucose riche en maltose (nutriose R 725) par la 
glucosyltransfSrase soluble et insoluble de L mesenteroides B-1299 

Le nutriose R 725 est un produit de la Soci&S Roquette Frdres (Lestrem, France), qui contient une 
teneur elevee en maltose et maltotriose. 

Composition moyenne du sirop de glucose Nutriose R 725 : 

- mati£re s£che : 68% (p/p) 

- glucose : 1,5% 

- maltose : 77 % 

- maltotriose : 20% 

- produits d'un D.P. £4:1 ,5% 
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Ce sirop de glucose a e\6 utilise comme accepteur dans les conditions suivantes : 



Synthase 1 : 

5 

• concentration de saccharose : 100 g/1 

- Nutriose R 725 : 68 g/I 

- rapport saccharose/maltose : 2 

- concentration d'enzyme : 0,3 U/ml 
w - autres conditions : voir Exemple 8 

Synthese 2 : 

- concentration de saccharose : 100 g/I 
15 - Nutriose R 725 : 42 g/l 

- rapport saccharose/maltose : 3 

- concentration d'enzyme : 0,3 U/ml 

- autres conditions : voir Exemple 8 

Apr&s 21 heures d'incubation. ie milieu nSactionnel est analyse par HPLC. Les resultats sont rassembtes 

20 dans le Tableau 9. 

Tableau 9 



25 


Composition du milieu reactionnel aprfcs action de la glucosyltransterase soluble et insoluble de 


L mesenteroides B-1299 










Concentration, g/I 






Synthase 1 


Synthase 2 


30 


Fructose 


53,0 


52,0 




Maltose 


18.2 


9,7 




Maltotriose 


7,4 


4,8 




Panose 


21,7 


8,7 




Oligodextrane de D.P. 4 


14,3 


8,2 


35 


Oligodextrane de D.P. 4 contenant une liaison a(1 — 2) 


4.3 


2,0 




Oligodextrane de D.P. 5 


4.9 


4,6 




Oligodextrane de D.P. 5 contenant une liaison a(1 — 2) 


15.0 


12,9 




Oligodextranes de D.P. > 5 (contenant une liaison a(1 — 2) au moins 


3,8 


8,5 


40 


Rendement en oligodextranes contenant une liaison a(1 — 2) 


21% 


26% 


Rendement de la reaction d'accepteurs 


74% 


60% 



Le milieu de synthase est ensuite soumis h Taction d'un melange de glucoamylase d T A. niger (2U/ml) et 
d'endodextranase de Penicilllum sp. (17 U/ml) pendant 6 heures k 40* C. La reaction enzymatique est 
45 stoppge par chauffage a 90* C pendant 30 minutes. Le glucose et le fructose sont Amines par chromato- 
graphie sur resine echangeuse sous forme calcium. 

La concentration d'oligodextranes contenant une liaison glucosidique a(1 — 2) dans le milieu reactionnel 
est de 30 g/l pour la synthase 1 et de 35 g/I pour la synthese 2. 
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La repartition des olgodextranes est la suivante : 








Synthese 1. 


Synthese 2, 








% 


% 


Oligodextranes de D.P. 4 contenant une liaison 


«(1 


-2) 


23 


23 


Oligodextranes de D.P. 5 contenant une liaison 


«(1 


— 2) 


72 


70 


Oligodextranes de D.P. 6 contenant une liaison 


a(1 


— 2) 


3 


4 


Oligodextranes de D.P. 7 contenant une liaison 


a(1 


— 2) 


2 


3 



EXEMPLE 10 

75 

Hydrolyse des oligodextranes par la giucoamylase d/A. niger ou un melange de la glucoamylase d/A. niger et de 

Pendodextranase de Penicillium sp. 



20 Les differents milieux reactionneis des exemples 1 k 9 contiennent des oligodextranes dont le degre de 
polymerisation varie avec les conditions de reaction. If est possible d'enrichir le produit en oligodextranes 
contenant une liaison a(1 2) de D.P. 4 et 5 par action d'hydrolases qui agissent exclusivement sur les 
liaisons a(1 -* 6) et a(1 — 4). 

La glucoamylase d'A. niger hydrolyse les liaisons a(1 — 4) et a(1 -* 6) d'oligodextranes h partir de 

25 Pextremlt£ non r£ductrice. Son action est bloquee par la presence d'une liaison glucosidique a(1 — 2) 
quelle que soit sa position sur Poligodextrane. L'endodextranase hydrolyse exclusivement les liaisons 
glucosidiques a(l 6) de maniere endolytique sur un substrat de degr6 de polymerisation sup^rieur ou 
egal h 3. Toutefois, i'endodextranase n'hydrolyse pas les oligodextranes de D.P. 4 et D.P. 5 qui contiennent 
une liaison glucosidique a(1 — 2) a Pextremit£ non reductrice. L'action conjuguee de ces deux enzymes 

30 permet d'obtenir un produit form£ principalement de Poligodextrane de D.P. 4 et Poligodextrane de D.P. 5. 

Le fructose libere dans le milieu par action de la giucosy (transferase de L mesenteroides B-1299 sur le 
saccharose et le glucose produit par les hydrolases peuvent etre separes sirnultanement par chromatogra- 
phie sur resine echangeuse sous forme calcium, technique connue et largement developpee industrielle- 
ment pour la production de sirops a haute teneur en fructose. 

35 Si Pon fait agir la glucoamylase d'A. niger seule, la population d'oligodextranes que Pon obtient 
presente un degre de polymerisation moyen plus eleve que dans le cas precedent ; en effet, Paction de la 
glucoamylase est stoppee h I'extremite non reductrice de Poligodextrane en presence d'une liaison 
glucosidique a(1 — 2). 

40 

Conditions d'hydrolyse : 

-dilution du milieu de synthase au 1/10§me 

- addition d'amyloglucosidase 
45 NOVO (300 AGU/ml) : 3 AGU/ml 

* addition de dextranase L 
AMANO (5000 U/ml) : 17 U/ml 
-temperature : 40 # C 

- duree de Phydrolyse : 6 heures 

so Apres 6 heures d'incubation. les deux enzymes sont inactivees par la chaleur (30 mn, 100* C). 
L'analyse HPLC des deux milieux reactionneis apr£s traitement par les deux hydrolases est report§e dans 
le Tableau 10. 
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EXEMPLE 11 

5 

Synthese et purification d'oligodextranes contenant une liaison a(1 - 2) avec la glucosyltransferase soluble et 

insoluble de Leuconostoc mesenteroides B-1299 



iq Aprls avoir prepaid et purifie de la glucosyltransferase, comme k I'exemple 1(a), on procfede k la 
synthase d'oligodextranes dans les conditions suivantes : 

- saccharose : 100 g/i 

- accepteur : Nutriose R 725 : 44 g/l 
(maltose : 33 g;1) 

is - rapport saccharose/maltose : 3 

- concentration d'enzyme : 0.3 U/ml 

- azoture de sodium : 0,5 %o 

- pH : 5.6 (ajuste avec Tacide chlorhydrique IN) 
-temperature : 30 "C 

20 - duree d'incubation : 40 heures 

- volume rSactionnel : 2,5 litres 

La reaction enzymatique est stoppee par chauffage k 90* C pendant 15 minutes, 
Aprfcs synthase, la composition du milieu reactionnel est la suivante : 

• fructose : 49 g/l 
25 - leucrose : 6 g/1 

- maltose : 3 g/l 

• maltotriose : 7,5 g/I 

- panose : 12 g/I 

- oligodextrane de D.P. 4 contenant une liaison o(1 - 2) : 3 g/l 
30 - oligodextrane de D.P. 4 : 13 g/l 

- oligodextrane de D.P. 5 contenant une liaison a(1 — 2) : 15 g/l 

- oiigodextranes de D.P. > 5 contenant une liaison a(1 — 2) : 10 g/l 

Le milieu contient egalement des oiigodextranes de D.P. plus £lev£ qui n'apparaissent pas dans 
I'analyse chromatographique du milieu de synthese. 
35 Le milieu de synthese est ensuite soumls k Taction d'un melange de glucoamylase d f A. niger (3U/ml) et 
d'endo dextranase de Peniciliium sp. (17 U/ml) pendant 6 heures a 40* C. La reaction enzymatique est 
stoppee par chauffage k 90* C pendant 30 minutes. Le glucose et le fructose sont elimlnes par chromato- 
graphie sur rSsine €changeuse sous forme calcium. 

On obtient ainsi 40 g d'oligodextranes contenant une liaison a(1 — 2) de purete egale k 94%. La 
40 repartition des oiigodextranes est la suivante : 





% 


- glucose, leucrose 






6 


- oiigodextranes de D.P. 4 contenant une liaison 


a(1 


— 2) 


24 


- oiigodextranes de D.P. 5 contenant une liaison 


a(1 


-2) 


56 


- oiigodextranes de D.P. 6 contenant une liaison 


«(1 


-2) 


7 


- oiigodextranes de D.P. 7 contenant une liaison 


a(1 


-2) 


7 



La preparation est finalement lyophilisSe. AprSs lyophilisation le produit final se presente sous la forme 
d'une poudre blanche non hygroscopique, sans saveur sucree et tres soluble dans Peau. Sa solubilite dans 
I'eau k 20* C est egale k 70% (p/p). 

EXEMPLE 12 
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Synthese d , a(1 — 2) oljgodextranes en presence d'oligodextranes de masse molaire 1000 comme 
accepteur. 

L'accepteur utilise est constitue par un melange d'oligosaccharides linSaires contenant une liaison a(1 
5 - 4) a rextrSmite* rSductrice et des liaisons a(1 - 6) exclusivement II est obtenu par action de la dextrane- 
saccharase de L. mesenteroides 8-512 (F) en presence de saccharose et de maltose. 



Conditions expeVimentales : 

10 

Synthese 1 

- saccharose: 200 g/l 

/5 - oligodextranes de masse molaire 1000 (M w : 1000) : 20g/l 

- tampon acetate de sodium 20 mM, pH 5.0 
-temperature :23*C 

- concentration d'enzyme : 1 U/ml 

20 Synthese 2 

On r§pete la synthese 1 si ce n'est que la concentration de l'accepteur (oligodextranes de masse 
molaire 1000) est 4gale a 40g/l. 

Apres 40 heures de reaction, I'enzyme est inactivee par un traitement thermique du milieu nlactionne! 
25 (chauffage a 70* C, 20 minutes). Les deux milieux rSactionnels sont alors centrifuges, puis soumis a Taction 
de la glucoamylase d' Aspergillus niger dans le but d'hydrolyser les liaisons glucosidiques a(1 - 6) situees 
a rextremite* non reductrice, dans les conditions suivantes : 

- glucoamylase d'A. niger AMG 200 L <S> (NOVO) : 2 AGU/ml 

- temperature : 40* C 

30 - duree de I'incubation : 24 heures 

La glucoamylase est ensuite inactive par chauffage & 70 ' C pendant 20 minutes. 
Les a(1 — 2) oligodextranes sont ensuite purifies par chromatographie sur resine echangeuse d'ions 
(Dowex® 50W x 4, sous forme calcium) de facon a dliminer les mono et disaccharides. Les a(1 — 2) 
oligodextranes sont ensuite ultrafiltres (seuil de coupure 100.000. module AMICON), de*mine>alis£s et 
35 lyophilises. _ 

Dans le cas de la synthese 1, la masse molaire moyenne en poids (M w ) des a(1 — 2) oligodextranes 
est dgale a 1600. Dans le cas de la synthese 2. la masse molaire moyenne est £gale a 1400. 



40 Revendications 

1. Un procSde" de preparation d'un melange d'oligodextranes contenant au moins une liaison glucosidi- 
que a(1 — 2) et contenant une proportion majeure d'oligodextranes repondant a la formule generale (O-a-D- 
glucopyranosyl-(1 - 2) m (0-a-D-glucopyranosyl-(1 — 6)) ft A 

45 ou A est le. r6sidu d f un sucre accepteur de glucose choisi parmi le maltose, I'isomaitose, risomaltotriose. 
I'a-glucoside de mdthyle et le glucose, m vaut de 1 a 10 et n vaut de 1 a 30, la position de la ou des 
iiaison(s) glucosidique(s) a(l — 2) etant quelconque. 

caractSrise en ce qu'on met en contact du saccharose et un sucre accepteur de glucose choisi dans le 
groupe forme* par le maltose, risomaitose, risomaltotriose. I'a-glucoside de methyle, et le glucose, en 
so presence d'enzyme glucosyltransferase extraite d'au moins une souche de la bacterie lactique Leuconostoc 
mesenteroides, capables de produire par fermentation un dextrane contenant des liaisons glucosidiques afl 
-* 2), pendant 2 a 48 heures environ, dans un milieu aqueux. 

2. Precede selon la revendication 1. caracteVise* en ce que le pH est maintenu, pendant la reaction 
enzymatique, entre 4,5 et 6 inclusivement 

65 3. Proc^de selon la revendication 1 ou 2, caracterise* en ce que la reaction enzymatique est conduite a 
une temperature de 5 a 45* C environ. 

4. Precede selon I'une quelconque des revendications 1 a 3, caractense* en ce que le rapport en poids 
saccharose/sucre accepteur de glucose est compris entre 0,5 et 10. 
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5. Procede selon ia revendication 4, caracterise en ce que ledit rapport est compris entre 2 et 4 
inclusivement. 

6. Proc6d6 selon Tune quelconque des revendications 1 k 5, caract£ris£ en ce que la concentration 
d'enzyme est comprise entre 0,2 k 1,0 UnitS/mi du milieu reactionnel. 

5 7. Procede selon Tune quelconque des revendications 1 k 6, caractSrisS en ce qu'il est mis en oeuvre 

en presence d'au moins un additif choisi parmi le monoglyme, le glyme. le chlorure de magnesium et le * 
chlorure de calcium. 

8. Procede selon rune quelconque des revendications 1 k 7, caracterise en ce qu'il comprend TStape 
supplemental consistant a soumettre le milieu reactionnel, apres elimination ou inactivation de I'enzyme 

w glucosyltransferase, a I'action d'au moins une enzyme hydrolase audit milieu reactionnel, afin d'hydrolyser 
selectivement les oligodextranes depourvus de liaisons glucosidiques a(1 — 2) presents dans le milieu 
reactionnel. 

9. Procede selon la revendication 8, caractgerisS en ce que I'hydrolase est de la glucoamylase 
d 1 Aspergillus Niger et/ou de I'endodextranase de Penicilliunrsp. 

75 10. A titre de produits nouveaux, les oligodextranes rgpondant k la formule generate 

(0-a-D-glucopyranosyl-(1 - 2)) m (Oa-D-glucopyranosyl-<1 - 6))„A oCi A est le residu d'un sucre accepteur 
de glucose choisi parmi le maltose. la-glucoside de m&hyle, m vaut de 1 a 3 et n vaut de 1 a 10. Ia 
position de la ou des liaison(s) glucosidique(s) a(1 — 2) etant quelconque. 

11. Oligodextranes selon la revendication 10, caractgrisSs en ce que n est compris entre 1 k 4, m vaut 
20 1 ou 2 et A est le residu de maltose. 

12. ^utilisation d'un melange d'oligodextranes contenant au moins une liaison glucosidique a(1 — 2) 
situee k leur extremite non reductrice ou constituant un point de ramification de I'oligodextrane, qui 
contiennent une proportion majeure d'oligodextranes r£pondant a la formule generate 
(0-a-D-glucopyranosyl-(1 2)) m (0-a-D-glucopyranosyl-<1 — 6))„A 

25 od A est le residu d f un sucre accepteur de glucose choisi parmi le maltose, Pisomaltose, flsomaltotriose, 
I'a-glucoside de m^thyle. m vaut de 1 a 10 et n vaut de 1 k 30, la position de la ou des liaisons 
glucosidiques a(1 -» 2) dtant quelconque. comme agents de charge dans des substituts du sucre ou 
comme additifs alimentaires. 
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